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Vorrichtung zur Prozessierung von Analyten an Festphasen 
Technisches Gebiet 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur immunologischen Prozessierung von Analyten an Festpha- 
sen. 

Stand derTechnik 

Bei der immunologischen Prozessierung von Western-blots sind haufig zahlreiche, aufeinanderfolgen- 
de Inkubationsschritte mit unterschiedlichen Reagenzienlosungen notwendig. Teilweise sind dabei 
auch definierte Temperaturen und Inkubationszeiten einzuhalten. Zwischen den Inkubationen mit Rea- 
genzienlosungen sind oftmals zusatziiche Spulschritte erforderiich. Die immunologische Prozessierung 
von Western-blots ist daher ein sehr zeitaufwendiges Verfahren, das die voile Aufmerksamkeit des 
Experimentators erfordert. Die automatisierte immunologische Prozessierung von Analyten an Fest- 
phasen (z.B. Membranen) ist nach dem derzeitigen Stand der Technik nur in einem sehr einge- 
schrankten Made verfugbar. Von der Firma Bio-Rad wird ein Western Processor System vertrieben, 
das einen grofcen oder zwei kleine Reagenzienbehaiter zur Entwicklung von Western-blots aufweist. 
Das System ermfcglicht das automatische Zufuhren oder AbfGhren von Reagenzienlosungen, die fur 
die Entwicklung der Western-blots benotigt werden. Von der Firma Merck wird ein Farbesystem unter 
dem Handelsnamen Mirastainer® vertrieben. Das Gerat weist eine bewegiiche Haiterung fur Objekttra- 
ger auf, die ein Eintauchen des Objekttragers in verschiedene Reagenzienlosungen (in der Regel Far- 
be- oder Fixierlosungen) ermoglicht. Mit diesen Geraten ist die voilautomatische Durchfuhrung komple- 
xer Anaiysen und Detektionsverfahren, insbesondere solcher die unterschiedliche Temperaturbedin- 
gungen erfordern, nur unzureichend mdgiich. 

Beschreibunq der Erfindung 

Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung einer Vorrichtung die eine voilautomatische Durchfuhrung 
von immunologischen Prozessieoingen von Analyten an Festphasen eriaubt. 

Es wurde nun gefunden, dafc diese Aufgabe gelost wird durch eine Vorrichtung, umfassend mindestens 
drei im wesentlichen parallel zueinander angebrachte Reagenzienbehalter, die jeweils auf einer glei- 
chen Seite eine Offnung aufweisen. mindestens einen Halter zur Aufnahme der Festphase, Mittei zur 
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horizontalen Bewegung des Halters und Mittel zur vertikalen Bewegung des Halters, wobei die Mrttel 
zur vertikalen und horizontalen Bewegung des Halters ein Absenken der Festphase in einen darunter- 
liegenden Reagenzienbehalter und ein Herausheben der Festphase aus dem Reagenzienbehalter er- 
moglichen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher eine Vorrichtung zur immunologischen Prozessierung von Analy- 
ten an Festphasen, umfassend mindestens drei im wesentlichen parallel zueinander angebrachte Rea- 
genzienbehalter, die jeweils auf einer gleichen Seite eine Offnung aufweisen, mindestens einen Halter 
zur Aufnahme der Festphase, Mittel zur horizontalen Bewegung des Halters und Mittel zur vertikalen 
Bewegung des Halters, wobei die Mittel zur vertikalen und horizontalen Bewegung des Halters ein Ab- 
senken der Festphase in einen darunteriiegenden Reagenzienbehalter und ein Herausheben der Fest- 
phase aus dem Reagenzienbehalter ermoglichen. 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind in den UnteranspnJchen enthalten. 

Erfindungsgemaft wird unter immunologischer Prozessierung bevorzugt die Detektion von Anaiyten in 
Form von Antigenen mittels spezifischer Antikdrper verstanden. 

Unter Anaiyten werden im Zusammenhang mit der Erfindung organische Moiekule wie Proteine, Lipide 
oder Oligosaccharide sowie deren Fragmente verstanden. Diese konnen beispielsweise isoiiert auf 
einer festen Phase oder ais Bestandteii eines Gewebeschnittes vorliegen. 

Unter Festphasen werden im Zusammenhang mit der Erfindung zweckmaGigeiweise Membranen, wie 
beispielsweise Membranen aus Nitrocellulose, PVDF, Nylon oder Cellulose, DQnnschicht Chroma- 
tographie (DC) Platten, wie beispielsweise HPTLC Platten oder Objekttrager jegiicher Bauart verstan- 
den. Erfindungsgemafc bevorzugt sind Membranen oder DC Platten. 

Erfindungsgemaft handelt es sich bei den Reagenzienbehaitern um Behalter aus Materialien die gegen 
eine Vielzahl von Losungsmitteln, wie beispielsweise verdQnnte Sauren und Laugen oder organische 
Losungsmittel, bestandig sind. Ferrier sind die Reagenzienbehalter vorzugsweise von guter Warme- 
leitfahigkeit. Dies ermoglicht eine Temperierung bei individuellen Prozefcschritten bei der immunologi- 
schen Prozessierung. Geeignete Materialien sind beispielsweise Glas oder Edelstahl. In Geometrie 
und Dimension sind die Reagenzienbehalter der Festphase angepaSt und ermoglichen vorzugsweise 
eine vollstandige Aufnahme der Festphase durch die Offnung in das Behaltnis, wobei eine ausreichen- 
de Benetzung der Festphase mit Reagenzienlosung bei moglichst geringem Reagenzienvolumen ge- 
wahrleistet ist. Dies hat den Vorteil. daft nur geringe Mengen der oft sehr teuren Reagenzienifisungen 
(z.B. Antikorperlosungen) eingesetzt werden mussen. Als zusatzliches Merkmal konnen ein oder rneh- 
rere der Reagenzienbehalter uber Offnungen mit Schlauchen verbunden sein. Vorzugsweise handelt 
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es sich bei den mit Schlauchen verbundenen Offnungen urn Bohrungen am Boden der Reagenzienbe- 
halter. Dies ermoglicht das Zufuhren oder Entfernen von ReagenzJOsungen bzw. Spulldsungen in den 
Reagenzienbehaitem. Das Zufuhren Oder Entfernen von Reagenzienlosungen kann mit Hilfe geeigne- 
ter Pumpen aus geeigneten VorratsbehSltem bzw. in geeignete Abfallbehaiter bewerkstelligt werden. 
Dies ermoglicht insbesondere eine intensive Spoiling der Festphasen zwischen verschiedenen Inkuba- 
tionsschritten bei der immunologischen Prozessierung, wodurch beispielsweise unerwunschte Konta- 
minationen der Inkubationsreagenzien vermieden werden. 

Erfindungsgemaft sind mindestens drei Reagenzienbehaiter vorhanden, bevorzugt mehr als drei, be- 
sonders bevorzugt vier bis zwolf. Durch das Vorhandensein einer ausreichenden Anzahl von Reagen- 
zienbehaitern kann jede benotigte Reagenzieniosung in einem separaten Reagenzienbehaiter unterge- 
bracht werden. Das Reinigen von Reagenzienbehaltern wShrend der immunologischen Prozessierung, 
wie es bei den Systemen aus dem Stand der Technik erforderiich ist, kann damit bei der erfindungs- 
gemalien Vorrichtung entfallen. Dies hat weiterhin den Vorteil, daft es moglich ist T die eingesetzten 
Reagenzienlosungen innerhaib eines Verfanrens mehnach zu benutzen und so Reagenzieniosung 
einzusparen. 

Bei der Halterung fur die Aufnahme der Festphase handelt es sich vorzugsweise urn einen Rahmen in 
dem die Festphase fixiert werden kann. Gewunschtenfails kdnnen auch zwei oder mehrere Festphasen 
gleichzeitig mit der Halterung verbunden werden. Fur die Hersteilung des Rahmens eignen sich insbe- 
sondere Materialien die inert sind gegen die bei der immunologischen Prozessierung eingesetzten 
Reagenzienlosungen. Als beispielhafte Materiaiien seien Edelstahl oder auch Kunststoffe wie Teflon 
Oder PVC genannt. Fur die Fixierung von Membranen eignet sich insbesondere ein flacher Edelstahl- 
kafig. Fur die DC-Platten eignet sich insbesondere ein Edelstahlrahmen, der gewunschtenfails so di- 
mensioniert sein kann, daft zwei DC Platten gleichzeitig prozessiert werden kdnnen. 

Die Halterung ist vorzugsweise losbar mit dem Mittel zur horizontalen Bewegung der Halterung und 
dem Mittel zur vertikalen Bewegung verbunden. Die Befestigung mit dem Mittel zur vertikalen Bewe- 
gung der Halterung erfolgt bevorzugt uber Befestigungsmittel wie Schrauben, Schnappverbindungen 
oder uber Magnetverbindungen. 

Bei dem Mittel zur horizontalen Bewegung der Halterung handelt es sich vorzugsweise urn einen hori- 
zontal Linearantrieb mit Schrittmotor. 

Bei dem Mittel zur vertikalen Bewegung der Halterung handelt es sich vorzugsweise urn einen vertika- 
len Linearantrieb mit Schrittmotor. 
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Die Mittel zur vertikalen und horizontalen Bewegung der Halterung sind gewunschtenfalls losbar mit- 
einander verbunden. 

Die Mittel zur horizontalen und vertikalen Bewegung der Halterung ermoglichen, daG die Reagenzien- 
behalter in beliebiger Reihenfolge von dem Halter mit der Festphase angesteuert werden kdnnen und 
die Festphase in die gewunschten Reagenzienbehalter abgesenkt bzw. herausgehoben werden kann. 
Bevorzugt ist auch eine Bewegung der Halterung mit der Festphase im Reagenzienbehalter mdgiich. 

In einer anderen Ausfuhrungsforrn der Erfindung kdnnen die Festphase und/oder die Halterung mit der 
Festphase im Reagenzienbehalter abgelegt werden, d.h. wahrend der Prozessierung im Reagenzien- 
behalter sind die Festphase und/oder die Halterung mit der Festphase nicht mit den Mittein zur hori- 
zontalen und vertikalen Bewegung verbunden. Eine solche Vorrichtung eignet sich zur simultanen Pro- 
zessierung von bis zu acht, vorzugsweise bis zu vier Festphasen in gleichen und/oder verschiedenen 
Reagenzienbehaltern. Durch die Mittel zur horizontalen und vertikalen Bewegung kdnnen verschiedene 
Halterungen mit Festphasen bevorzugt nacheinander aufgenommen, zu entsprechenden Reagenzien- 
behaltern transportiert, in entsprechende Reagenzienbehalter abgelegt und/oder von dort wieder ent- 
nommen werden und gewunschtenfalls zu einem weiteren Reagenzbehalter transportiert werden. In 
diesem Fall weist die Vorrichtung vorzugsweise zusatzliche Mittel auf t die eine Bewegung der in den 
Reagenzbehaltern abgelegten Festphase bzw. Festphase mit Halterung im Reagenzienbehalter er- 
mdglicht. Die Bewegung der Halterungen Oder Festphasen in den jeweiligen Reagenzienbehaltern 
kann beispielsweise durch Rotation von seitlich an den Reagenzienbehaltern angebrachten Nocken- 
wellen oder Stege, die zur exakten Positionierung Einkerbungen aufweisen, bewerksteiligt werden. Die 
Stege kdnnen dann beispielsweise uber einen Extender auf und ab bewegt werden. Die Nockenwellen 
bzw. Stege kdnnen beispielsweise die Halterungen der Festphasen Idsbar aufnehmen und bewegen. 

Durch die Prozessfuhrung der immunologischen Prozessierung der Festphase in der erfindungsgema- 
Sen Vorrichtung wird unter Ausnutzung der Schwerkraft, im Vergleich zu der aus dem Stand der Tech- 
nik bekannten Prozefcfuhrung, beim Wechsel der jeweiligen Reagenzienbehalter eine bessere Abtren- 
nung (Abtropfen) der Reagenzienflussigkeit von der Festphase ermdglicht. 

Insgesamt wurde uberraschenderweise festgestellt, daft mit der erfindungsgemafien Vorrichtung die 
Reproduzierbarkeit und somit die Qualitat der immunologischen Prozessierung verbessert wird. 

Die Vorrichtung kann weiterhin Steuerpiatinen zur Steuerung der Funktionen der Vorrichtung aufwei- 
sen. Zweckmafligerweise besitzt das Gerat eine Schnittstelle zur Verbindung mit einem PC, der mit 
Hilfe einer geeigneten Software die Steuerung der Vorrichtung ermdglicht. Nach Vorbereitung des Ge- 
rates urid Eingabe eines gewunschten Abiaufprogramms kann die immunologische Prozessierung der 
Festphase automatisch erfolgen, ohne dad eine weitere Kontrolle durch den Experimentator erforder- 
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lich ist. Die erfindungsgemafie Vorrichtung ermoglicht automatisch die freie Kombination folgender 
Parameter: Anzahl der Reagenzienbehalter, Reihenfoige der Ansteuerung der Reagenzienbehalter, 
Verweildauer der Festphase in dem Reagenzienbehalter, gewunschtenfalls Einstellung der Temperatur 
der Reagenzienbehalter, Frequenz der Vertikalbewegung der Halterung im Reagenzienbehalter, ge- 
wunschtenfalls Durchfuhrung von SpQIzyklen. Alle Prozesse konnen ferner beiiebig wiederholt und frei 
miteinander kombiniert werden. Gewunschtenfalls kann mit Hilfe der Software auch ein Protokoll er- 
steilt werden, das den Ablauf der immunologischen Prozessierung dokumentiert. Dies hat insbesonde- 
re Bedeutung im Zusammenhang mit der Durchfuhrung von analytischen Prozessen bei GLP, GMP 
und GCP. 

Gewunschtenfalls kann die erfindungsgemafie Vorrichtung auch Mittel zur Detektion der Analyten nach 
erfolgter Prozessierung aufweisen. Beispielsweise kann die Festphase fur den Nachweis eines Lumi- 
neszenzsignals in einem als Dunkelkammer fungierenden Behaitnis abgelegt werden, in dem sich auch 
ein CCD (Charge Coupled Device) Chip befindet. Die Bildanalyse und Quantifizierung der Lumines- 
zenzreaktion kann dann mittels geeigneter Software im PC der zur Steuerung der Vorrichtung verwen- 
det wird, durchgefuhrt werden. 

Anhand der Zeichnungen werden zwei beispielhafte Ausfuhrungsformen der Erflndung wie folgt naher 
eriautert. 

Es zeigen: 

Fig. 1 eine Perspektivdarstellung einer ersten AusfOhrungsform, gesehen von vome, oben und von 
einer End-Seite einer erfindungsgemafcen Vorrichtung zur immunologischen Prozessierung von Ana- 
lyten an Festphasen. 

Fig. 2 die Vorrichtung nach Fig. 1 jedoch ohne vordere Verkleidung. 

Fig. 3 die Teildarstellung der Vorrichtung nach Fign. 1 und 2, gesehen von der Ruckseite oben und der 
anderen End-Seite. 

Fig. 4 eine Perspektivdarstellung einer weiteren Ausfuhrungsform einer erfindungsgema&en Vorrich- 
tung zur immunologischen Prozessierung von Analyten an Festphasen, gesehen von vome, oben und 
von einer End-Seite. 

Die in den Fign. 1 - 4 dargestellten erfindungsgema&en Vorrichtungen 1 sind als kompakte Laborgerate 
konzipiert. Beim Bau der Gerate wurden die folgenden Geratekomponenten verwendet: Reagenzien- 
behalter 2, die eine Offnung 3 aufweisen, eine Halterung 4 zur Aufnahme der Festphase 5, Mittel 6 zur 



WO 01/06255 




PCT/EPOO/03048 



-6- 



horizontalen Bewegung der Halterung 4 in Form eines Schlittens 6a und Linearantriebs 6b mil Schritt- 
motor 6c, Mitte! 7 zur vertikalen Bewegung der Halterung in Form eines Lifts 7a mit Schrittmotor 7b, 
Peltierelemente 8 zum Heizen und KQhien von Reagenzienbehaitem 2, Pumpen 9 und Schlauchven- 
tiie 10 zum BefGHen und Entleeren der Reagenzienbehalter, einen LQfter 11 und Behaiter 12 mit Spul- 
IGsung. Die Vorrichtung 1 weist weiterhin ein Netzteil 13 und eine Schnittsteile zur Verbindung mit ei- 
nem PC auf. Mit Hilfe einer geeigneten Software wird der Betrieb der Vorrichtung gesteuert. Im Fol- 
genden werden die einzeinen Komponenten detailliert beschrieben: 

Bei der voriiegenden Vorrichtung gemaft Fign. 1-3 sind insgesamt 10 Reagenzienbehalter 2 in Form 
von Glaskammern (ca. 12 x 12 x 1 cm) linear in Abstanden von ca. 3 cm nebeneinander angeordnet. 
Die Offnungen 3 mit einer Dimensionierung von 11 cm x 0,4 - 0,8 cm sind zum Einlass von 40 bis 1 10 
ml Reagenzien- Oder Spullosung geeignet. Zwei Reagenzienbehalter 2a, 2b weisen spezielle Kon- 
struktionsmerkmaie auf und dienen vorzugsweise als Spulkammern. Die Spulkammern haben am Bo- 
den spezielle Bohrungen, durch die uber Schiauche Spulfliissigkeit fur Spulschritte eingefullt werden 
kann. Die BefOllung der Kammem mit der SpOIIosung erfolgt durch Pumpen 9. Diese kfinnen aus ei- 
nem Vorratsbehalter 12 die entsprechenden Reagenzienbehalter 2a, 2b fallen bzw. nach erfolgter 
Spulung die entsprechenden Reagenzienbehalter 2a, 2b auch wieder entleeren. Jeder der beiden Re- 
agenzienbehalter ist mit einer eigenen Pumpe fur die Befullung und einer eigenen Pumpe fOr die Ent- 
leerung verbunden und jeweils an einen eigenen Vorratsbehalter angeschiossen. Dadurch lassen sich 
Kreuzkontaminationen verhindern. Zwei wertere Reagenzienbehalter 2c, 2d sind thermostatisierbar 
ausgestaltet. Dazu weist die Vorrichtung zwischen den Reagenzienbehaitem 2c, 2d einen Warmetau- 
scher mit Peltierelementen 8 und einen Lufter 11 auf. Die Reagenzienbehalter 2c, 2d sind mit einem 
geeigneten Material isoliert. Die Reagenzienbehalter 2c, 2d konnen so uber einen Temperaturbereich 
von 0 - 50° C thermostatisiert werden. 

Die Halterung 4 fur die Festphase 5 ist in Form eines Edelstahlrahmens ausgestaltet und ist uber 
Schrauben Idsbar mit einer Aufnahme 14 mit einem Lift 7a verbunden. Der Lift 7a ermoglicht uber ei- 
nen Schrittmotor 7b die Bewegung des Halters 4 und der Festphase 5 in vertikaler Richtung. Der Lift 7a 
ist auf einem Schlitten 6a angebracht und der Schlitten uber eine Aufnahme 15 mit einem horizontaien 
Linearantrieb 6b mit Schrittmotor 6c verbunden. Der Schlitten 6a, der gleichzeitig die Funktion einer 
Abdeckung der Reagenzienbehalter ubernimmt, weist einen Durchtritts- und Fuhrungsspalt 16 (Fig. 1) 
auf, durch den der Halter 4 mit der Festphase 5 in einen darunterliegenden Reagenzienbehalter 2 ab- 
gesenkt werden kann. Eine auf dem Schlitten angebrachte Tropfenauffangwanne 17 verhindert, dali 
nach der Herausnahme der Halterung 4 abtropfende Reagenzieniosung in daruntertiegende Reagen- 
zienbehalter 2 tropft. Der Linerarantrieb 6b und der Lift 7a ermoglichen, daG die Reagenzienbehalter 2 
in beiiebiger Reihenfolge angesteuert werden konnen und die Festphase 5 in die gewdnschten Rea- 
genzienbehalter 2 abgesenkt bzw. herausgehoben werden kann. Die Mechanik des Lifts 7a ermoglicht 
weiterhin eine Auf- und Abwartsbewegung der Halterung 4 mit der Festphase in dem Reagenzienbe- 
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haiter. Auf diese Weise wird ein intensiver Austausch der FestphasenoberflSche, die den Analyten 
tr^gt, mit der Reagenzienlosung in dem Reagenzienbehalter 2 ermoglicht. Die Frequenz der vertikalen 
Bewegung kann uber die Geratesoftware variabei gesteuert werden (z.B. Frequenz von 1 - 20 Auf-/Ab- 
bewegungen /min). 

An einem Ende des Schlittens 6a ist eine auf einer Roile aufgewickelte Folie (die Breite der Folie ent- 
spricht ungefahr der des Schlittens) befestigt (in der Zeichnung nicht dargestellt). Bei einer Linearbe- 
wegung des Schlittens 6a wird die Foiie hinter dem Schiitten 6a von der Rolle gezogen und durch den 
Schlitten 6a nicht mehr abgedeckte, freiiiegende Reagenzienbehalter werden durch die Folie abge- 
deckt. Bei einer Bewegung des Schlittens 6a in Ausgangsposition rollt sich die Folie wieder auf die 
Rolle auf. 

Altemativ kann der Schlitten 6a, wie in der Vorrichtung gemafi Fig. 4 gezeigt, seitlich neben den Rea- 
genzienbehaitern angebracht sein. 

Insgesamt konnen somit foigende Parameter frei miteinander kombinien werden: Anzahl und Reihen- 
folge der fur die Prozessierung notigen Reagenzienbehalter, Steuerung der Temperatur bei 2 der 10 
Kammern, Frequenz der Vertikalbewegung, Verweildauer in jeder einzelnen Kammer, Anzahl von 
Spulzyklen in den beiden Spulkammern. Alle Prozesse konnen femer beliebig wiederholt und frei mit- 
einander kombiniert werden. 

Neben der immunologischen Prozessierung von Membranen eignet sich die erfindungsgemafie Vor- 
richtung 1 insbesondere auch zur immunologischen Prozessierung von DC-Platten. Die W09743313 
beschreibt die manuelle immunologische Prozessierung von DC Platten nach DurchfQhrung einer 
dOnnschichtchromatographischen Trennung. 

Zur Vorbereitung auf die immunologische Detektion durch die erfindungsgema&e Vorrichtung 1 werden 
beispielsweise DC-Platten nach DurchfQhrung einer dOnnschichtchromatographischen Trennung (z.B. 
wie in der W09743313 beschrieben) einer Analytenprobe getrocknet. Zur Absattigung unspezifischer 
Bindungsstellen werden die Platten in einer Ldsung mit einer geeigneten Blockieriosung, z. B. Gelatine 
Oder Proteine, inkubiert. Die Platten werden dann mit dem primaren Antikorper inkubiert. Tragt dieser 
keine Markierung, kann die Detektion mit Hilfe eines markierten zweiten Antikorpers erfolgen. Fur die 
Detektion konnen alle gangigen Deiektionsverfahren angewandt werden. Nach Entfemen von Gber- 
schQssigem erstem Antikorper durch Waschen wird mit einem markierten sekundSren Antikorper inku- 
biert. Nach dem Waschen werden die markierten Antikorper detektiert Deren Visualisierung erfolgt auf 
ubliche Weise, z. B. durch Zusatz von Luminol und Wasserstoffperoxid, beispielsweise unter Zuhilfe- 
nahme des ECL (Enhanced Chemiluminescence)-Detektionsverfahrens der Firma Amersham Buchler, 
welches sehr sensitiv ist. 
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lm folgenden wird die Erfindung exemplarisch anhand eines Verfahrens zur Quantifizierung des Lung- 
surfactantproteins SP-C beschrieben. FOr dieses Verfahren wurde eine Vorrichtung gemaS den Figu- 
ren 1-3 verwendet. 
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Beispiele 

1. Probenvorbereitung und Dunnschichtchromatographie (TLC) 

FQr die Dunnschichtchromatographie wurden HPTLC-Platten mit einer veranderten Silica-Matrix, wie 
sie von der Firma Merck Darmstadt unter dem Handelsnamen Did vertrieben werden, benutzt. Das 
Auftragen der Proben auf die HPTLC-Platten wurde automatisch unter Benutzung eines Linomat IV 
(Camag, Berlin) ausgefiihrt. Nach dem Probenauftrag wurden die Platten luftgetrocknet und ein der 
Chromatographic unter Benutzung einer CHCl 3 :MeOH-Mischung [CHCI;j/MeOH/25 %ige NH 4 OH/H 2 6 = 
32,5/15/1/2 (Volumenverhaitnis)] als flussige Phase unterworfen. Nach ijer Chromatographie wurden 
die Platten getrocknet 

2. Immunodetektion des Surfactantproteins SP-C mit SP-C-Antikorpern unter Verwendung 
des immunoprozessors 

Zur AbsSttigung von unspezifischen Bindungsstellen wurden die getrockneten HPTLC-Platten fur 

3 Stunden mit 3 %iger Fischgelatine in PBS, die 150 mM NaCI, 12 mM Na 2 HP0 4 und 3 mM NaH 2 P0 4 
(pH 7,4) enthielt, in Kammer 5 (Zahlweise von links nach rechts in der Vorrichtung gemaft Fig. 1 und 2; 
Volumen 90 ml, Festphasenbewegung im Reagenzienbehaiter 4x/min) bei 20°C inkubiert. Danach wur- 
den die Platten 12 Stunden in Kammer 10 (Volumen 40 ml, Festphasenbewegung im Reagenzienbe- 
halter 4x/min) bei 4° C in Gegenwart des primSren Antikorpers (SP-C Antikdrper) bei einer Verdunnung 
von 1:10.000 inkubiert. Ungebundene Antikdrper wurden durch mehrmaliges Waschen mit TBS/T aus 

4 mM Tris-HCI, 100 mM NaCI, 0,05 % Tween-20 (pH 7,4) in (SpOI)Kammer 1 unter Verwendung von 
140 ml Puffer entfernt. Zur Hybridisierung mit dem Primarantikorper wurden die Platten 2 Stunden mit 
Meerrettichperoxidase konjugiertem SekundSrantikorper bei einer Verdunnung von 1:80.000 im TBS/T 
in 40 ml LSsung in Kammer 8 (Festphasenbewegung im Reagenzienbehaiter von 4x/min) bei 15°C 
inkubiert. Ungebundene Antikdrper wurden wie oben beschrieben durch mehrmaliges Waschen der 
Platten mit TBS/T in (SpOI)Kammer 2 entfernt. Immunreaktive Komplexe wurden unter Verwendung 
des ECL-Detektionssystems von Amersham Buchler nach einer 5 min. Substratinkubation in Kammer 8 
ohne Festphasenbewegung im Reagenzienbehaiter inkubiert. Nach Beendigung aller Inkubationen 
wurden die Platten aus der Apparatur genommen und 1 - 10 min einem Rdntgenfiim (Hyperfilm Amers- 
ham) exponiert. 

3. Digitaiisierung der Rontgenfilme und Computerauswertung 



Zur Quantifizierung der Immunkomplexe wurden die Rontgenfilme mit einem Flachbettscanner mit 
Durchlichtaufsatz (HP ScanJet 4 C, Hewlett Packard) digitalisiert. Die Signalintensitaten auf den Rent- 
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genfilmen wurden durch Computerauswertung unter Benutzung der Densitometer-Software Aida 
(Raytest) ausgewertet. 
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Patentansgruchg 

1 ) Vorrichtung (1 ) zur immunologischen Prozessierung von Analyten an Festphasen (5) umfassend 
mindestens drei im wesentlichen parallel zueinander angebrachte Reagenzienbehalter (2) fur 
Reagenzien und Spullosungen, die jeweils auf einer gleichen Seite eine Offnung (3) aufweisen, 
mindestens einer Haiterung (4) zur Aufnahme der Festphase (5), Mittel (6) zur horizontaien Be- 
wegung der Haiterung (4) und Mittel (7) zur vertikalen Bewegung der Haiterung (4), wobei die 
Mittel (6, 7) zur vertikalen und horizontaien Bewegung der Haiterung (4) ein Absenken der Fest- 
phase (5) in einen darunteriiegenden Reagenzienbehalter (2) und ein Herausheben der Fest- 
phase (5) aus dem Reagenzienbehalter (2) ermdglichen. 

2) Vorrichtung nach Anspruch 1 , wobei es sich bei den Mittein (7) zur vertikalen Bewegung der 
Haiterung (4) urn einen Lift (7a) mit Schrittmotor (7b) handelt. 

3) Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei es bei den Mittein (6) zur horizontaien Bewegung urn einen 
Schlitten (6a) handelt, der mit einem horizontaien Linearantrieb (6b) mit Schrittmotor (6c) ver- 
bunden ist und der Lift (7a) auf dem Schlitten (6a) angebracht ist. 

4) Vorrichtung nach Anspruch 3. wobei der Schlitten (6a) einen Durchtritts- und Fuhrungsspalt (16) 
fur die Haiterung (4) und eine Tropfenauffangwanne (17) aufweist. 

5) Vorrichtung nach Anspruch 1 t wobei mindestens einer der Reagenzienbehalter (2) mit einem 
Schlauch fur die Zufuhrung und/oder Ableitung einer ReagenzienlSsung versehen ist. 

6) Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei zusatzlich mindestens ein VorratsbehSlter (12) fur Reagen- 
zien- oder Spullosungen vorhanden ist. 

7) Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei zusatzlich Mittel (8, 11) zur Thermostatisierung eines oder 
mehrerer der Reagenzienbehalter (2) vorhanden sind. 

8) Vorrichtung nach Anspruch 1 , wobei es sich bei der Haiterung (4) urn einen Rahmen handelt, in 
den die Festphase (5) eingesetzt und fixiert werden kann. 

9) Vorrichtung nach Anspruch 8, wobei es sich bei der Festphase (5) urn eine Membran, DC Platte, 
oder einen Objekttrager handelt. 

10) Vorrichtung nach Anspruch 8, wobei es sich bei der Membran um eine Membran aus Nitrocellu- 
lose, PVDF oder Cellulose handelt. 
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